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.Los antiinflarnatorios no esteroides (AINE) son la ba-

se de la terapéutica de las enfermedades reumadticas y
se usan ampliamente en muchas otras condiciones en
Medicina. Es predecible que sus indicaciones se di-
versifiquen adn mds y, por tanto, que haya un nume-
roso grupo de individuos expuestos a los efectos de es-
tas drogas, cuyas propiedades no son del todo
conocidas,
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Los AINE en uso son derivados de Acidos orgéni-
cos débiles, icide carboxilico y enélico. Fig. 1. Su ac-
cién antiinflamatoria fue atribuida a una propiedad
comdn, la inhibicién del ciclo oxigenasa, enzima
central en la biosintesis de prostaglandinas y trombo-
xanos.! Estos prostanocides, derivados de un 4cido
graso esencial no saturado de 20 C, el 4cido araquidé-
nico, que es componente normal de las membranas
celulares, son ubicuos y funcionan como *‘hormonas
locales”” en su sitio de sintesis. Algunas de sus ac-
ciones, en extremo diversas, son importantes en la
patogenia de la inflamacién. Sin embargo, los AINE
tienen efectos no expiicables solo por su accién inhibi-
toria sobre ciclooxigenasa sino por acciones indepen-
dientes del metabolismo del icido araquidénico. Son
esos efectos, menos estudiados, los que motivaron es-
te trabajo que examina la accién del AINE sobre las
mitocondrias aisladas y las acciones de iondforo y
protonéforo de uno de ellos, el Diflunisal
{5-(2,4-difluorofenil} Acide salicilico) que ha mostra-
do caracteristicas tales que permiten usarlo como pro-
totipo de nuestros estudios.
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Material y métodos

Se obtuvieron mitocondrias cardiacas de perros nor-
males centrifugando un homeogenizado del corazén
en un medio que contiene Sacarosa 250 mM y EDTA
1 mM a pH 7.3.2 Se cuantificé proteina total con el
método de Lowry.?

El consumo de oxigeno se midid con un electrodo
de Clark en un medio que contiene succinato 10 mM
& malato-glutamate 10 mM. fosfate 10 mM y cloruro
de potasio 120 mM, a pH 7.3. ajustado usando tris-
base.*

La actividad de ATPasa se determiné en relacién a
la cantidad de fosfato inorgénico liberado de ATP de
acuerdo al método de Summer.® Se analizé también
lasalida de * H de las mitecondrias durante la hidrélisis
de ATP. La capacidad de las mitocondrias para fun-
cionar como osmémetro se estudié en un medio isoté-
nice midiendo los cambios en densidad optica de una
suspensién de mitocondrias.®

Las mitocondrias fueron cargadas con calcio incu-
bindolas en un medie con succinate 10 mM, fosfato
de potasio 10 mM, cloruro de potasio 100 mM y clo-
ruro de calcio 300 uM (¥*Ca, aproximadamente a 200
000 rpm); el pH de la mezcla de incubacién era de
8.0 y se midié el calcio intramitrocondrial usando
filtracién en Millipore.’

La incorporacién de bromuro de etidio se midié de
acuerdo a la técnica de Pefia.? El paso de calcio indu-
cido por Diflunisal a través de una fase hidrofébica se
estudié como se describe en los resultados. El pK se
determiné en un potenciometro.®'* Se hizo un anili-
sis del espectro de fluorescencia del Diflunisal en un
espectrofotometro (aminco Spectrefluorometer mo-
delo SPF-500) en solucién alcohdlica.

Resultadas
Efecto sobre el consumo de oxigeno por las mitocondrias,

En condiciones de reposo las mitocondrias no consu-
men 0, en forma notable, al afiadir ADP se estimula
el consumo de 0, por activacién de la sintesis de ATP.
La fase basal se denomina estado mitocondrial 4 v la
fase sintética estado 3, en éste ocurre transporte de
electrones y consumo de 0,.

En presencia de AINE hay inhibicién del paso de
estado 4 a estado 3, o bien hay estimulo de ]a respira-
cién y aceleracién del consumo de 0,. Estos efectos
dependen de la dosis en el caso de algunos AINE. Asi
tenemos un efecto inhibitorio con salicilate de Sodio,
indometacina y la prodroga Sulindac a baja con-
centracién y un efecto estimulador del consumo de 0,
en presencia de AINE que varfa entre 54 y 226 por
ciento, obtenido con Sulindac a concentracién dos ve-

ces mayor que la inhibitoria, con pirprofen, con Bu-.

tazolidina y Diflunisal respectivamente, mientras la
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estimulacién se encuentra entre esas cifras al usar
Diclofenac. Cuadros 1y 2.

Los efectos dependientes de dosis se estudiaron en
el caso de Diflunisal.

Cuando se afiade Diflunisal a mitocondrias acopla-
das, se moadifica la velocidad de respiracién. El expe-
rimento ilustrado a la Fig. 2B indica que afadir
Diflunisal 200 uM hay estimulacién del consumo de
oxigeno cuando se usa malato-glutamato como
sustrado oxidativo; sin embargo, si se incrementa la
conecentracién de Diflunisal a 600 uM se evita la esti-

-mulacién respiratoria, incluso se inhibe la respuesta a

ADP. fig. 2C. Esto se observé también usando succi-
nato como sustrato en vez de malato (datos que no se
ilustran).

Para establecer la concentracién apropiada que
logre estimulo en la velocidad respiratoria, se proba-
ron diferentes concentraciones de la droga. En la fig.
3 se observa una curva dosis respuesta con concentra-
cién de Diflunisal entre 25 y 200 uM. Hay un incre-
mento en la velocidad respiratoria con efecto méximo
a 200 uM, sin embargo, concentraciones superiores
disminuyen el efecto, como sucede al afiadir 300 6

600 uM.

Acctones sobre lg actividad enzimdtica de A TPasa,

La hidrélisis de ATP en la mitocondria depende de-
un complejo proteico enzimdtico adesado a la cara in-
terna de la membrana. La actividad de la enzima
aumenta ¢n presencia de AINE sobre los valores ob-
servados en mitecondrias en reposo. Los efectos de
AINE son similares a los que produce el Dinitrofe-
nae, este es un desacoplante clasico de la fosforilacién
oxidativa y estimulala actividad de ATPasa 10 veces
sobre el valor observado en reposo. Cuadro 3. Los
AINE estimulan también la enzima, aunque en gra-

‘do menor,

El Diflunisal es el mas activo de los AINE que se
estudiaron. El efecto de Diflunisal sobre la hidrélisis
enzimdtica de ATP se analiza en la fig. 4, ésta droga
aumenta la actividad de ATPasa a todas concentra-
ciones probadas; sin embargo, el efecto estimulatorio
maximo ocurre entre {00 a 200 uM. Se investigé
también el efecto de meodificar la concentracidén de
protones en el medio de incubacién. El experimento
ilustrado en la fig. 5 muestra que la estimulacién de
ATPasa es éptima con un pH de 8.0.
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Cuadro 1

Anti inflamatorios no esteroides y funcién mitocondrial
Inhibicién de la respiracién mitocondrial estimulada por ADP.

Coantrol respiratorio Porcentaje de

Adicidén Estado 3/ Estado 4 Inhibicién
Control ' 4.4 -
Salicilato de na 36 mM 2.1 32
Control 8.5

Indometacina 300 uM 1.0 38
Indometacina 1 mM 1.7 80
Control 2.2

‘Sulindac 1.5 mM 1.2 45
Sulindac 2.2 mM 2.2 {

Cuadro 2
Anti inflamatorios no esteroides y funcién mitocondrial
Estimulacién del estado mitocondrial 4
Velocidad respiratoria Porcentaje de

Adiciones nA O. Min. mg estimulacién
Contrel 707 100
Diflunisal 100 uM 228 226
Butazolidina b mN 228 226
Diclofenac 0.75 216 209
Pirprofen & mM 108 54
Sulindac 3mM 108 54
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Fig. 1. Origen quimico de los antiinflamatorios no esteroides.
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Fig. 2. Efecto del Diflunisal sobre cl consumo de oxigeno. Se afia-
dieron 2 mg de mitocondrias (proteina) al medio descrito en Méto-
dos. En ¢l sitio indicado por las flechas se afiadieron 260 uM de
ADP ¢ las concentraciones de Diftunisal {D). Los nimeros latera-
les indican los nancatomos de oxigeno por minuto por miligramo
de protefna. Volumen final 3 ml, temperatura 22°
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Fig. 3. Influencia de diferentes concentraciones de Diflunisal en ia
reaccion de consumo de oxigenc. Mitocondrias aisladas de corazén
canino (2 mg) incubadas en un medio al que sc anade diferentes
concentraciones de Diflunisal. Volumen 3 ml. T 22°.
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Fig. 4. Estimulacién de la actividad de ATPasa por Diflunisal, Se
incubaron mitocondrias {2 mg) 2 35° en un medio que tiene KCL
90 mM, tris-HCL 7.5 mM pH 7.3., ATF 8 mM vy las cantidades
indicadas de Diflunisal, por un pericdo de 10 min. La reaccién de-
tenida con 4cido tricloroacético fue examinada determinando fos-
‘fato inorganico en el sobrenadante.
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Cuadro 3

Anti inflamatorios no esteroides y funcién mitocondrial
Efectos sobre la actividad de ATPasa basal y estimelada por DNP
Adiciones Actividad De la ATPasa
Basal Estimulada DNP 100 uM
(umolas de P liberadas/mg proteina)

Control 0.4 4.0

‘Diflunisal 100 uM 2.9 3.7

Sulindac 1.5 mM 2.8

Salicilato Na 36 mM 0.66 2.8
Butazolidina 6 mM 1.3 2.7
Diclofenac 0.75 mM 1.3 0.36
Indometacina 300 uM 1.05 2.3

Pirprofen 7.5 mM 1.0 2.2

Naproxen 3 mM 0.5 1.45

Hinchamiento mitocondrial inducido por AINE.

La membrana semipermeable de las mitocondrias ha-
ce de estos organelos osmdmetros naturales. En un
medio isoténico donde existen aniones, la accidén de
los AINE sobre ]a membrana permite ¢l ingreso de
agua y el aumento de volumen mitocondrial, asi los
AINE son capaces de modificar la membrana y pro-
ducir hinchamiento mitocondrial én vitro. Cuadro 4.

Efecto protondforo del Diflunisal.

Es bien sabido que un desacoplante cldsice induce li-
beracién de cationes de la mitocondria, el experimen-
to de la fig. 6 muestra que el Diflunisal se comporta
como desacoplante al afiadir 200 uM de la droga a
mitocondrias cargadas con calcio, Este efecto puede

ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDES

explicarse en base a cambios en la gradiente de proto-
nes a través de la membrana con conservacidn de
energia, explicacidn que confirma el experimento de
la fig. 7, que muestra que el Diflunisal produce un
cortocircuito proténico. Al activar la ATPasa, la
hidrélisis de ATP genera H*® que salen de la mito-
condria, como se observa en el control. Si el experi-
mento se hace en presencia de oligomicina se bloquea
el canal de H* en el complejo enzimético ATPasa,
como se observa en el experimento; el Diflunisal al
reciclar e introducir de nueva cuenta 'H * en la mito-
condria reduce la cantidad de protones en el medio.
Al establecer un cortocircuito de protones a través de
la fase no acuosa de la membrana inducide por un de-
sacoplante hay un colapsc del potencial de membra-
na; al afiadir Diflunisal a mitocondrias que oxidaban
succinate se produjo una disminucién del £L191 a
171 mV. Cuadro 5.
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Cuadro 4

Anti inflamatorios no estercides y funcidn
mitocondrial
Hinchamiento mitocondrial inducido potr con-
centraciéon 36 nM

Compuestos Cambio en D.O./Min.
" Naproxen sédico 0.63
Naproxen 0.60
Sulindac (.47
Salicilato de sodio 0.38
Pirprofen 0.22
Indometacina 0.09
Ac. Acetilsalicilico 0.05
Butazolidina 0

Cuadro 5

Antiinflamatorios no esteroides y
Funcién mitocondrial
Disminucién de potencial de membrana inducido
por diflunisal

Potencial de Membrana
uM Diflunisal -MV
- : 191
25 192
50 187
100 185
200 178
400 171
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Fig. 5. Efecto de la concentracion de protones scbre la estimula-
cién de la ATPasa por Diflunisal. Se inculiaron mirocondrias -{2-
mg) en condiciones similares a las de la Tig. 3, excepto que el pH
se ajustd con N-2- hidroxictilpiperazina-N'-2-ctanosulfonico-tris
(pH 6 v 6.5); con tris-HCI. (pH 7-8) v con Lorato de potasio (pH
85y 9.

50
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Fig. 6. Liberacién de calcio intramitocondrial inducida por Diflu-
nisal. 5¢ incubaron mitocondrias (5 mg) a 0° en 5 ml. de la mezela
indicada en Métodos. A los tiempos indicados una alicuota de 0.5
ml del medio se pasé por filtro Millipore (0.45 um}, que después de
lavado se transfirié a un recipiente v se midié radioactividad rete-
nida. En el punto indicado se anadié Diflunisal 200 uM.
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Fig. 7. El efecto del Diflunisal en la salida de protones por activi-
dad de ATPasa. A 5 ml del medio (Métodos) se afadieron mito-
condrias (10 mg). Las concentraciones indicadas de Diflunisal y
Oligomicina se anadieron al medio. Temperatura 22°.
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Fig. 8. Hinchamientc mitocondrial inducido por Diflunisal. A 2
mg de mitocondrias —M— en un medio que contiene nitrato sédi-
co o potasio 120 mM, tris-HCL 10 mM pH 8.0 y 10 ug de roteno-
na, se ahadié Diflunisa} 200 uM. Temperatura 25°.
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El hecho de que el Diflunisal tiene capacidad para
transferir protones a través de la membrana se refuer-
za con el experimento de la fig. 8; este muestra que €l
Diflunisal induce hinchamiento mitocondrial inde-
pendiente de energia en un medio isoténico de nitrato
de sodio o clorure de amonio a través de mecanismos
que implican translocacién de protones en la
membrana.

Efecto de fondfore del Diflunisal

I.a moléeula de Diflunisal tiene dos formas de ioni-
zarse, tiene un pK, a pH 2.6 y un pK, a pH 10.5,
pues en la molécula existen grupos carboxilo y fenilo
con capacidad de ionizacién diferente. Estas caracte-
risticas estructurales confieren al Diflunisal la pro-
piedad de funcionar come un anién hidrofébica, por
tanto hay la posibilidad de que forme complejos
neutros con cationes en scluciones no acuosas. El
Diflunisal transloca calcio de un medio a una fase
hidrofébica toluenobutano con notable efectividad.
(Chavez E. en preparacién}. Por otro lado, es impor-
tante sefialar una caracteristica de esta droga, su pro-
ptedad de ser fluorescente, con una excitacién maxi-

‘ma a 330 nm y emisién a 460 nm de longitud de

onda.

Discusién

Los resultados experimentales indican que los AINE
tienen efectos biolégicos que no son dependientes de
su capacidad inhibitoria sobre las enzimas oxidantes
de la biosintesis de prostanoides, sino producto de ac-
ciones directas sobre la membrana de mitocondrias y
sus enzimas que participan en la respiracidn celular y
en la generacién de energia. Estas acciones ocurren a
concentraciones molares comparables a las que se ob-
tienen i» pivo con las dosis usadas en terapéutica, y si
bien no es posible extrapolar los resultados experi-
mentales ir vitro a la situacién que existe in pivo, debe
mencionarse gue el hinchamiente de las mitocondrias
es ¢l sustrato patolégico del sindrome de Reye, una
condicién casi siempre fatal donde hay falla hepética
y del sistema nervioso central, y que se ha asociado al
uso del AINE.Y* Es preciso también recordar que
entre los efectos indeseables de los AINE se cuentan
la elevacién de amido trasferasas hepiticas y que la
hepatopatia inducida por AINE puede ser clinica-
mente rnanifiesta en enfermos con procesos inflama-
torios como fiebre reumdtica activa o lupus eritemna-
toso cuando son tratados con AINE.'%3 Sin embar-
go, el trabajo experimental comunicade no fué dise-
fiado para buscar ninguna correlacién clinica.
Después de un estudio preliminar se decidié usar
como AINE prototipo Diflunisal, una droga de
amplio uso como antilgico y antiinflamatorio.
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Los resultados experimentales indican que el Diflu-
nisal es un desacoplante de la fosforilacién oxidativa.
Afirmacién que es concordante con la definicién de
los desacopladores de la fosforilacién oxidativa como
moléculas que tienen propiedades protonoféricas por-
que pueden disociar un protén en su estado sin carga
y tomarlo en estado con carga.

Los desacoplantes clasicos de la fosforilacién oxida-
tiva cuyo ejemplo tipico es el 2,4-dinitrofenol desco-
nectan la unién entre las reacciones de transferencia
de electrones y la sintesis de ATP con liberacién del
control respiratorio a través de equilibrar un gradien-
te protdnico; esto resulta en un cortocircuito de la
corriente de protones a través del medio hidrofébico
de la membrana mitocondrial.'* Esta conducta se
explica al considerarse que los desacoplantes tienen
un forma aniénica soluble al lfpide asf como una for-
ma liposcluble protonada que les permite acarrear
hidrogeniones a través de la membrana.'s El Difluni-
sal mostrd todas esas caracteristicas. Ademas, su ca-
pacidad protonoférica del Diflunisal se apoya, indi-
rectamente, en el hecho de que induce acumulo de so-
dio en las mitocondrias por un mecanismo que invo-
Jucra intercambio de Na*/H*; y directamente al
mostrar que ¢l Diflunisal induce la salida de protones.
durante la hidrélisis de ATP
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Es bien conocido que el 4cido salicflico en con-
centraciones que van de 1 a 5 mM es un desacoplante
de las reacciones mitocondriales; el Diflunisal fun-
ciona como tal a concentraciones notablemente me-
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COMENTARIO OFICIAL

ENRIQUE PINA-GARZA*

El Dr. Pedro A. Reyes por méritos propios ha sido
aceptado en el seno de 1a Academia Nacional de Me-
dicina, agradezco a la mesa directiva de nuestra Cor-
poracién la oportunidad de comentar su trabajo de
ingreso.

Se trata de un trabajo producto de una colabora-
cién afortunada entre un investigador de ciencias ba-
sicas con inquietudes clinicas, el Dr. Edmundo Cha-
vez Cossio, vy un investigador clinico con inquietudes
bésicas, el Dr. Reyes, ambos trabajando en una de
las instituciones con mds prestigio en nuestro pais, el
Instituto Nagional de Cardiologia, *‘Dr. Ignacio Cha-
vez”’, Es un trabajo completo, bien resuelto desde el
punto de vista experimental, sin objeciones de fondo,
donde se demuestra congruentemente un conjunto de
efectos del Diflunisal sobre el funcionarmiento mito-
condrial. Antéjaseme un trabajo para ser ampliamen-
te discutido por expertos en funcién mitocondrial. No
insistiré més en su contenido. Preferiria hacer énfasis
en las motivaciones cientificas que llevaron a realizar
el detallado trabajo y en las espectativas alcanzables
de continuar con este tipo de esfuerzos.

Como sucede con frecuencia en un individuo incon-
forme, la insatisfacciSn ante una explicacién plena de
autoridad, pero incompleta, dié pabule a buscar otras
alternativas y a discutir los primeros experimentos.
Los antiinflamatorios no esteroides han de tener ac-
ciones biolégicas diferentes de las que afectan la
biosintesis de las prostaglandinas y los tromboxanos.

*Avcadémice numeraria,

ANTUNFLAMATORIOS NO ESTEROIDES

A ello siguié la biisqueda en la literatura cientifica, la

-receptividad de un investigador bésico en oir opi-

niones, intercambiar ideas, sumar voluntades, reali-
zar esfuerzos por compartir un ienguaje, y al final, el
éxito, modesto si se quiere, pero dignificado por el si-
lencio del laboratorio v el trabajo cotidiano, donde lo
que se presenta es una fraccién minima de todo lo que
se realizd: los antiinflamatorios no esteroides ademas
de actuar sobre la biosintesis de prostaglandinas y’
tromboxanos afectan el funcionamiento
mitocondrial.

Pero apenas se han dado los pasos iniciales de una
caminata que quiero ver larga y productiva. El saber
m4s sobre los antiinflamatorios no esteroides, usados
ampliamente como antiinflamatorios y también come

_analgésicos, no se circunscribe al gusto por saber
‘més, tiene aplicacién en medicina, El compromiso

voluntariamente adquirido por el Dr. Reyes le obliga
moralmente a continuar su trabajo y a buscar los esla-
bones faltantes para que en el futuro nos indique el
por qué en determinados individuos susceptibles el
Diflunisal altera la funcién mitocondrial. ;Se podra
prevenir este tipo de efectos indeseables que pueden

‘llevar hasta la muerte de tales pacientes? ;Hay mane-

ra de evitar la alteracién de la funcién mitocondrial
en les enfermos particularmente susceptibles? ¢Se
pueden disefiar nuevas drogas antiinflamatorias que
no afecten la funcién mitocondrial? y estas son sélo
algunas de las preguntas obvias.

Felicito al Dr. Reyes y al Dr. Chavez por el trabajo
que el primero nos acaba de presentar, les invito a
que continden en este tema que se vislumbra prome-
tedor. Lo hecho queda como muestra de lo que se
puede hacer con el trabajo multidisciplinario en una
institucién con recursos y con tradicién cientifica.
Quede como un ejemplo a seguir, y reciba una cor-
dial bienvenidad a nuestra corporacién.
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FRANCISCO ORTEGA DEL VILLAR
(1822 — 1886)

Meédico, nacié y murid en la ciudad de México en el
seno de una familia de ilustre abolengo literario y
artistico, pues su padre, también Francisco QOrtega
fue distinguido literato y habil versificador en cuya
casa se habia formado un centro literario al que con-
currian los mas distinguidos escritores de la época.
Ingres6 en la Facultad de Medicina en 1838, donde sus-
tentd renido concurso para obtener la plaza de ayu-
dante dela catedra de operaciones en contra de Rafael
Lucio, compaifiero suyo que perdio la oposicion y que
mas tarde se casaria con la hermana de Ortega. Ob-
tuvo su titulo de médico cirujano en septiembre de
1842, y a partir de este momento inicid su carrera do-
cente en la Escuela de Medicina siendo profesor agre-
gado de quimica, posteriormente interino de anatomia
y de fisiologia hasta que en 1849 gané por concurso
la catedra de anatomia. En 1864 fue uno de los funda-
dores de la actual Academia de Medicina de la que
fue designado Presidente en 1873, Director de la Es-
cuela de Medicina en 1874, donde hizo notables me-
joras, entre ellas la instalacién de laboratorios y anfi-
teatros. También reformé el namero de asignaturas
incluyendo la histologia entre los estudios de base.
Escribié muy poco; lo mas notable se refiere a la liga-
dura de la arteria jliaca externa en un caso de aneuris-
ma y fue importante su teoria sobre la funcion del
nervio intermediario de Wrisberg al que asignd sensi-
bilidad gustativa apoyado en pruebas experimentales
y hechos anatébmicos, y que no obstante lo rebatida
que fue por sus contemporaneos de México, poste-
riormente pudo comprobarse en parte por investiga-
dores extranjeros. '
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